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オポンチンに接着する際に認識されるアミノ酸配列 Ser-Val-Val-Tyr-Gly-Leu-Arg (SVVYGLR) に着目し、これ
を合成し、ゼラチン上に固定化した。この SVVYGLR ペプチド固定化ゼラチンの血管新生能を、血管内皮細胞を用
いたin vilroの実験、およびマウスを用いた in vivo での実験により検討した。
【研究方法】
1 )ペプチドの合成と検定:自動ペプチド合成機 (PSSM-8 ;島津製作所)を用いて合成した。得られたペプチドを、
高速液体クロマトグラフ質量分析計 (LCMS; 島津製作所)で検定した。ペプチドをビーズに固定化し、ペプチ
ド単体の機能を Adhesion assay にて検討した。また SVVYGLR を構成する 7 個のアミノ酸の一つをアラニン
に置換し合計 7 種類のへプタペプチドを上記と同様に合成した。
2 )キャリアタンパク質の決定:キャリアタンパク質として、アレルゲンフリーなゼラチン (FreAlagin AD /分子
量4，000--5 ， 000 ;宮城化学)を使用した。ゼラチンの最適濃度を、コラーゲンのレセプターであるインテグリン




4) in vilroでの SVVYGLR 固定化ゼラチンの細胞生物学的検討:細胞は TRLEC 細胞 (Transformed Rat Lung 
Endothellal Cells) を用いた。
a) 細胞増殖能の検討 (WST assay) : SVVYGLR 固定化ゼラチンでコートしたプレート上に細胞を播種し、
l 、 2 、 3 日後に増殖した細胞数を測定した。
a且τ
b) 細胞接着能の検討 (Adhesion assay) : SVVYGLR 固定化ゼラチンでコートしたプレート上に細胞を播種
し、 1 時間後に接着した細胞数を測定した。
c) 細胞移動能の検討 (Wound assay) : SVVYGLR 固定化ゼラチンでコートしたシャーレ上でコンフルエン
トにした細胞を帯状に剥離し、 3 時間後に剥離部へ移動した細胞の面積を測定した。
d) 管腔形成能の検討 (3D assay) :最下層のコラーゲンゲル層、中層の血管新生因子 VEGF (0.01μg/ml) 
または SVVYGLR 固定化ゼラチン (0.02μg/ml)含有コラーゲンゲ、ルへ細胞を播種した細胞層、最上層の
培養液層を重層し、管腔形成能を光学顕徹鏡で観察した。
5) in vivo での血管新生能の検討 (DAS assay) :マウスは BALB/cAnNCrj (4 週齢、雌)を使用した。 VEGF
(0.01μg/ml)または SVVYGLR 固定化ゼラチン (0.02μg/ml)を注入したディフュージョンチェンバーを、
マウスの背部へ埋入し、 5 日後の血管新生の状態を観察した。アラニン置換した 7 種類のペプチドについても同
様の実験を行った (Ala-scan assay) 。
【研究結果】
1 )合成ペプチドは、 SVVYGLR の質量理論値と一致する単一成分であった。対照(ビーズのみ)では細胞接着が
見られず、ペプチド固定ビーズでは細胞接着が確認できた。
2 )濃度10μg/ml の AD ゼラチンは、コラーゲンと同程度の細胞接着能を有した。
3) 薄層クロマトグラフ (TLC) により、ペプチドとゼラチンの結合が確認された。
4) 0.02--2μg/ml の SVVYGLR 固定化ゼラチンは、いずれも同程度の細胞増殖能と細胞接着能を示した。細胞
移動能は、濃度0.02μg/ml の SVVYGLR 固定化ゼラチン上で、濃度0.2、 2μg/ml のものより有意に充進し
た。管腔形成能については、対照(ゼラチンのみ)はまったく管腔形成が見られなかったが、 SVVYGLR 固定
化ゼラチンおよび VEGF では管腔形成が認められた。
5) in vivo (DAS assay) において SVVYGLR 固定化ゼラチンでは、多数のスパイラル状の新生血管が形成された。
Ala-scan において 4 番目のチロシンをアラニンに置換したペプチドにおいてのみ、血管新生作用が全く認めら
れなかった。
【結論】
SVVYGLR ペプチドを合成しゼラチンに固定化した SVVYGLR ペプチド固定化ゼラチンが、顕著な血管新生作





題がある。本研究では細胞がオステオポンチンに接着する際に認識される 7 個のアミノ酸配列 Ser-Val-Val-Tyrｭ
Gly-Leu-Arg (SVVYGLR) ベプチドを合成し、ゼラチン上に固定化し、その血管新生能を検討した。
血管内皮細胞を用いた in vÎtro の実験および、マウスを用いた m VIVO の実験から、この SVVYGLR ペプチド固
定化ゼラチンは、血管新生促進因子 VEGF に匹敵する血管新生能を有することを確認できた。
本研究の結果は、多くの医療分野において有効に利用できる知見であり、博士(歯学)に値するものと認める。
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